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    ●
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    (cDNAマイクロアレイを用いた慢性骨髄性白血病の

発現プロフんイル取得とSTI571に対する感受性予測の研究）

学位論文内容の要旨

  近年、網羅的に遺伝子発現情報を解析する技術として、cDNAマイク口アレイやDNAチ

ップが開発され、さまざまな分野で利用されている。特に、がんをはじめとする複雑な疾

患背景を有する病態解析に有効であり、臨床的な応用を視野に入れた研究を進める上で重

要な役割を担っている。遺伝子発現情報をさまざまな角度から解析することは、癌関連遺

伝子群の同定に寄与し、現行の手法では解明の困難であった癌の発生・増悪過程の詳細な

解明にもっながると期待されている。

  本研究では、慢性骨髄性自血病(Chronic myeloid leukemia; CML)の病態の理解を深める

ために、23,040遺伝子のスポットされてぃゝるcDNAマイク口アレイを用いて、健常人の末

梢血より調整した自血球細胞をコントロールとし、CML患者の末梢血より調整したCML

細胞の遺伝子発現を解析した。この解析においては、癌細胞を強く反映した遺伝子発現プ

口ファイルを取得するために、Fluorescenceinsitu hybridization (FISH)を行い、CMLの

マーカーであるフィラデルフィア染色体(Ph染色体）が65％以上の細胞で認められた27サ

ンプルを対象とした。それぞれの細胞からtotal RNAを抽出し、マイク口アレイ解析に十

分なRNA量を得るためにT7RNA増幅法を利用し、これを2サイクル行うことによって約

1万倍に増やしたaRNA (amplified RNA)を調整した。次に、調整されたaRNAから逆転

写反応を行いつつ、健常人サンプルはCy3で、CMLサンプルはCy5でそれぞれ標識した。

これら2種類のサンプルを同一スライド上で競合ハイブリダイゼーションさせ、専用スキ

ヤナーで、各スポッ卜の螢光強度を読み取った後、数値化してデータを得た。このように

して得られたデータは、各スライド上にスポッ卜されている52種類のハウスキーピング遺

伝子を利用して、ノーマライゼーションを行い、コント口ールに対するCML細胞の相対的

発現量比を求め、数値解析を行った。

  マイク口アレイ解析によって、発現量がカットオフ値以上であったサンプルを対象とし

て、半分以上の症例で発現量が健常者の細胞と比べて5倍以上に発現上昇した遺伝子が150

個、発現量が1/5以下に低下した遺伝子が106個同定された。発現上昇の認められた150
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遺伝子中には54個のESTが認められた。発現量がカットオフ値以上の全症例において5

倍以上の発現亢進の認められた11遺伝子については、半定量的RTPCRによって再現性を

確認した。

  多くの症例で発現亢進していた遺伝子には、ヘモグロピンファミリーであるへモグロビ

ンゼー夕、ベー夕、ガンマG、デル夕、アルファ2があった。さらに、ハプトグ口ビンや

ハプトグ口ピン関連夕ンバクの発現亢進も認めた。本研究結果およびPh染色体上に存在す

るBCR-ABL遺伝子はへモグ口ピンを産生させる能カがあるとの報告から、BCR-ABLは赤

血 球 系 細 胞 の 分 化・ 増 殖 に 影 響 を 及 ぼ し て いる 可 能 性 が示 唆さ れた 。

  また、近年、抗がん剤などの薬剤や放射線に対する感受性を規定する遺伝子群を同定す

ることによって、個々の患者に適切な治療方法を選択するオーダーメイド医療の実現が望

まれている。抗がん剤を投与する前に、その感受性を判定できれば、抗がん剤をより有効

に投与することができ、無駄な投薬による副作用から患者を守ることにもっながるであろ

う。そこで、私は、得られたCMLの発現プロファイルを利用して、抗がん剤感受性に関連

している遺伝子群を同定し、その遺伝子群の発現情報に基づいた抗がん剤感受性の予測シ

ステムの構築を試みた，

  本研究においては、CMLの分子標的治療薬としてすでに日本国内でも承認されている

STI571（イマチニブ）に対する感受性の予測を試みた。STI571の効果判定は、薬剤投与後

約150日の時点でPh染色体陽性細胞の割合が35％未満、（細胞遺伝学的寛解）を感受性群

とし、不変または増加を示した場合を耐性群と定義した。その結果、発現プ口ファイルを

取得したサンプルから、感受性群として12例、耐性群として6例が解析対象として選出さ

れた。

  はじめに、感受性群と耐性群の2群を特徴付けている遺伝子をpermutation testによっ

て抽出した。発現変動が有意に異なっていた（pく0.05)遺伝子を抽出した結果、STI571の

感受性に関連すると思われる79遺伝子が抽出された。

  次に同定された79個の薬剤感受性候補遺伝子から、個々の患者の薬剤感受性を予測する

システムの構築を試みた。まず、薬剤感受性遺伝子の相対的発現量比を用いて、各症例に

対してスコアを算出した。スコアの算出方法は、各感受性候補遺伝子で、感受性群と耐性

群の発現量比の平均値からの差を求め、感受性群に近い場合はプラスのスコア、耐性群に

近い場合はマイナスのスコアとして計算した。各症例は、薬剤感受性関連候補遺伝子の数

だけスコアが与えられ、スコアの総和がプラスの場合は感受性群、マイナスの場合は耐性

群とした。

  また、permutation testから抽出された79遺伝子のうち、どの遺伝子セットを利用した

ときに2群の分離が最も明確にできるのかということをleave-one-out cross validation法

を用いて検証した。Leave-one-out cross validation法によって薬剤感受性のスコアを計算

するにあたって用いた遺伝子セットは、permutation testで最も有意な値を示した遺伝子

から上位5遺伝子ずっを加算して行った。感受性群と耐性群が明確に分類されているとしゝ

う基準として、両群の差を示すためにCS[(Classification Score)〓（感受性群のスコアの平

均ー耐性群のスコアの平均）／両群の標準偏差の和］という数値を用いた。したがって、CS
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の値が高けれぱ高いほど、二群は明瞭に分類されていることを示している。その結果、感

受性遺伝子が15もしくは30遺伝子のときにCSが最も高い値を示しており、感受性群と

耐性群のスコアの分離が最も良いことが示された。

  次に今回構築した薬剤感受性スコアリングシステムの妥当性を検証した。スコアリング

システムの構築には使用しなかった症例を用いて同様の方法でスコア化を行ったとき、実

際の薬剤の感受性を反映している結果となるのかどうかを調ぺた。ここでは、テストサン

プルである感受性2症例と耐性群2症例、そして薬剤感受性の予測のために最適な遺伝子

セットである15もしくは30遺伝子を用いた。その結果、全ての症例において感受性を反

映させたスコアが算出され、遺伝子の発現量に基づいて、発現プロファイルを元にSTI571

の感受性を予測することが可能であることを強く示唆する結果が得られた。

ー 323―



学位論文審査の要旨
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    学 位 論 文 題 名
    ●
Gene expresslonprO丘 leSinChroniCmyek） idleukemiaand
    prediCtionofSenSltiVitytOST1571
    I
    bygenome－ WldeCDNA． miCroarrayanalySiS

    (cDNAマイクロアレイを用いた慢性骨髄性自血病の

発現プロファイル取得とSTI571に対する感受性予測の研究）

  近年、網羅的に遺伝子発現情報を解析する技術として、cDNAマイク口アレイやDNA
チップが開発され、がんをはじめとする複雑な疾患背景を有する病態解析に用いられて
いる。疾病にともなう遺伝子発現の変化に関する情報は、発症ヌカニズムの解明、そし
て治療方法の開発に欠かすことができない。
  こうした状況を踏まえ、申請者は、本学位論文において、23，040遺伝子のスポット
されているcDNAマイク口アレイを用い、慢性骨髄性自血病(Chronic myeloid leukemia；
CML)にともなう遺伝子発現の変化について解析した。解析には、健常人の末梢血より調
整した自血球細胞をコン卜口ールとし、CML患者の末梢血より調整したCML細胞を用い
た。また、自血病細胞を強く反映した遺伝子発現プ口ファイルを取得するために、
FluorescencelnSituhybridiZation（FISH）を行い、CMLのマーカーであるフィラデ
ルフイア染色体（Ph染色体）が65％以上の細胞で認められた27サンプルを対象とした。
細胞から抽出したtotalRNAは必ずしもマイク口アレイ解析に十分ではないため、T7RNA
増幅法を2サイクル行うことによって約1万倍に増やしたaRNA（amplifiedRNA）を調
整した。次に、調整されたaRNAから逆転写反応を行いつつ、健常人サンプルはCy3で、
CMLサンプルはCy5でそれぞれ標識した。これら2種類のサンプルを同一スライド上で
競合ハイブリダイゼーションさせ、専用スキャナーで、各スポットの螢光強度を読み取
った後、数値化してデータを得た。このようにして得られたデータは、各スライド上に
スポットされている52種類のハウスキーピング遺伝子を利用して、標準化し、コント
口 ー ル に 対す る CML細 胞 の 相 対 的発 現量 比を 求め 、数値 解析 を行 った。
  マイク口アレイ解析によって、半数以上の症例で発現量が健常者の細胞と比べて5倍
以上に発現上昇した遺伝子が150個、発現量が1/5以下に低下した遺伝子が106個同定
された。全症例において5倍以上の発現亢進の認められたll遺伝子については、半定
量的RT－PCRによって再現性を確認した。
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  多くの症例で発現亢進していた遺伝子には、ヘモグロビンファミリーであるへモグ口
ビンゼー夕、ベー夕、ガンマG、デル夕、アルファ2があった。さらに、ハプトグ口ビ
ンやハプトグロビン関連夕ンバクの発現亢進も認められた。これらの結果は、CML発病
が赤血球系細胞の分化・増殖に影響を及ぼしている可能性を示唆するものである。
  続いて、申請者は、上記研究により得られたCMLの発現プロファイルを利用し、CML
の分子標的治療薬であるSTI571（イマチニブ）に対する感受性に関連している遺伝子
群を同定し、その遺伝子群の発現情報に基づいた感受性の予測システムの構築を試みた。
抗がん剤などの薬剤や放射線に対する感受性を規定する遺伝子群の同定は、個々の患者
に適切な治療方法を選択するオーダーメイド医療にもっながり、近年注目を受けている。
抗がん剤を投与する前に、その感受性を判定できれば、抗がん剤をより有効に投与する
ことができ、無駄な投薬による副作用から患者を守ることにもっながるであろう。
  本研究では、STI571の効果判定は、薬剤投与後約150日の時点でPh染色体陽性細胞
の割合が35％未満（細胞遺伝学的寛解）を感受性群とし、不変または増加を示した場
合を耐性群と定義し、発現プ口ファイルを取得したサンプルから、感受性群として12
例、耐性群として6例を解析対象として選出した。
  まず、permutation testによって、STI571の感受性に関連すると思われる79遺伝子
を抽出した。次に、この79個の薬剤感受性候補遺伝子の相対的発現量比を用いて、各
症例に対して、感受性スコアを算出し、スコアの総和がプラスの場合は感受性群、マイ
ナスの場合は耐性群とした。
  また、permutation testから抽出された79遺伝子のうち、どの遺伝子セットを利用
したときに2群の分離が最も明確にできるのかということをleave－one－out cross
validation法を用いて検証した。さらに、感受性群と耐性群が明確に分類されている
という基準として、両群の差を示すためにClassi fication Scoreを用いた。その結果、
15もしくは30の感受性遺伝子を用いたときに、感受性群と耐性群のスコアの分離が最
も良かった。
  次に、今回構築した薬剤感受性スコアリングシステムの妥当性を、感受性2症例と耐
性群2症例のテストサンプルを用い検証した。その結果、全での症例において感受性を
反映させたスコアが算出され、感受性遺伝子の発現量に基づいて、STI571に対する感
受性を予測することが可能であると結論された。
  以上のように、申請者は、慢性骨髄性自血病にともなう遺伝子発現の変化の詳細を明
らかにし、また、この白血病の治療薬であるSTI571が有効に作用する患者、作用しな
い患者の予測に成功した。これらの成果は、がん発症のメカニズムの解明、治療薬の開
発のみならず、遺伝子多様性の意義の解明にも結びっくものである。審査委員一同は、
本研究を高く評価し、また申請者は、研究者として誠実かつ熱心であり、博士（地球環
境 科 学 ） の 学 位 を 受 け る の に 十 分 な 資 格 を 有 す る も の と 判 定 し た 。
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